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Hydrolysiertes Polvsaccharid 

patentansprOche 



1J Hydrolysiertes Glucan mit 0-(1 3)-Bindungen in der 
Hauptkette und B-(1 -» 6)-Bindungen in den Seitenketten, da- 
durch gekennzeichnet, daBesein Verhaltnis 
von Glucoseeinheiten in den Seitenketten zu Glucoseeinheiten 
in der Hauptkette von etwa 2:7 hat und folgende Eigenschaf-ten 
aufweist: 

(a) In Form des gefriergetrockneten Produkts ist es ein 
weiBer, amorpher Feststoff ; 

(b) es is* ISslich in Wasser, Dimethylsulf ox id und in Dimethyl- 
formamid und ist unloslich in Xthanol, Aceton, Xthylacetat, 
Benzol und Diatnylather; 
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(c) seine Elementaranalyse entspricht im wesentlichen den 
Werten, die fiir ein Polysaccharid des Hexosid-Typs mit 
gebundenem Wasser der folgenden Formel errechnet werden: 

in der n eine aus Eigenschaft (e) errechnete Zahl von 
mehr als 800 ist; 

(d) sein Inf rarot-Sp ektrum (KBr-Pulver) entspricht dem in 
der beigefiigten Zeichnung dargestellten Spektrum und 

(e) in der analytischen Ultrazentrifugal-Verteilungskurve 
wird nur ein einziger Pe^<: beobachtet und sein aus der 
Sedimentationskonstante errechnetes Molekulargewicbt 
betragt 150 000 bis 160 000; 

wobei das Glucan durch Behandeln eines Polysaccharide, das 
durch einen Fungus der Familie Corticiaceae erzeugt wird, mit 
Ameisensaure und Hydrolyse des so behandelten Frodukts erhalt- 
lich ist. 

2. Verfanren zur Herstellung eines hydrolysierten Glucans, 
dadurcb gekennzeichnet, daB man ein Polysaccha- 
rid, das durch einen Fungus der Familie Corticiaceae erzeugt 
wird, mit Ameisensaure behandelt und das so behandelte Produkt 
dann hydrolysiert. 

3. Verfanren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
n e t , daB man die Behandlung mit einer 70 bis 90 gewichts- 
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prozentigen wassrigen Ameisensaure durchfiihrt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 Oder 3, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB man das Polysaccharid mit der Ameisen- 
saure bei einer Temperatur von 80° bis 100°C umsetzt. 

5. Verfahren nach einem der Ansprliche 2 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB man die Hydrolyse durch 
Erhitzen eines Gemisches aus dem Behandlungsprodukt mit Ameisen- 
saure und Wasser unter RtickfluB durchfiihrt, bis die Deformylie- 
rung vervollstandigt ist. 

6. Arzneimi-ttel mit immunmodulierender Aktivitat, welches einen 
Immunmodulator im Gemisch mit einem pharmazeutisch geeigneten 
Trager oder Verduhnungsmittel entha.lt, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB es als Immunmodulator ein hydrolysier- 
tes Glucan gemafl Anspruch 1 aufweist. 

7. Arzneimittel nach Anspruch 6, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB es in Form eines PrSparates zur par- 
enteralen Verabreichung zubereitet ist. 
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BESCHREIBUNG 



Die Erfindung betrifft ein neues hydrolysiertes Glucan, ein 
Verfahren zu seiner Herstellung und ftlr pharmazeutische Zwecke 
geeignete Zubereitungen, die dieses hydrolysierte Glucan ent- 
halten. Das erf indungsgemafle Glucan ist ein wertvolles immunmo- 
dulierendes Mittel zur Behandlung von Krebserkrankungen und 
von Gelenkrheumatismus. 

Es ist gut bekannt, daB Fungi der Klasse Basidiomycetes Poly- 
saccharide erzeugen kSnnen, die Aktivitat gegen Krebsarten und 
andere Tumoren besitzen. Diese Polysaccharide sind Jedoch nur 
geringftlgig in Wasser loslich und selbst wenn es mbglich ist, 
eine wSssrige Losung aus solchen Polysacchariden herzustellen, 
gelatiniert diese Losung leicht, Inf olgedessen ist es sehr 
schwierig, pharmacologische Versuche mit diesen Polysacchariden 
durchzufilhren und noch starkere Schwierigkeiten treten auf, 
wenn man versucht, diese Polysaccharide therapeutisch anzuwenden. 

Gelenkrheumatismus ist eine unheilbare Krankheit und obwohl 
zahlreiche Arzneimittel untersucht worden sind, um die Krankheit 
zu heilen, waren die Versuche nicht erfolgreich. Bekannte Be- 
handlungen, beispielsweise die Behandlung mit Steroiden, steroid- 
freien entzundungshemmenden Mitteln, goldhaltigen Arzneimitteln 
usv. , sind in Jedem Fall symptomatische Behandlung en, jedoch 
keine kausalen Behandlung en* 

In der japanischen Patentschrift 828 248 wird ein Verfahren zur 
Herstellung eines Polysaccharids mit Anti-Tumor-AktivitSLt be- 
schrieben, bei dem ein Glucan erzeugender Mikroorganismus des 
Genus Corticium oder des Genus Hypnochus gezuchtet wird und da- 
nach aus der Kulturbruhe ein Glucan abgetrennt wird, welches in 
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der Hauptkette B-(1-* 3)-Bindungen und in den Seitenketten /3- 
(1 6)-Bindungen besitzt. Wie Jedoch vorstehend erlautert 
wurde, hat das gebildete Glucan zwar Antitumoraktivitat , es 
lafit sich jedoch in der Praxis schwierig anwenden, veil seine 
wassrige Losung zur Gelbildung neigt. 

Erf indungsgemaB wurde nun Uberraschenderweise gefunden, daB 
durch Behandlung von Glucanen dieses Typs mit Ameisensaure und 
anschlieflende Hydrolyse des gebildeten Produkts ein Glucan mit 
wesentlich verbesserter Loslichkeit in Wasser hergestellt werden 
kann. und dafl dariiber hinaus das so erhaltene Glucan in unerwar- 
teter Weise eine sehr stark verbesserte Antitumoraktivitat zeigt. 

Gegenstand der Erfindung 1st somit ein Glucan, das 3)- 
Bindungen in der Hauptkette und — > 6)-Bindungen in den 
Seitenketten aufweist, wobei das Verhaltnis von Glucoseeinheiten 
in den Seitenketten zu Glucoseeinheiten in der Hauptkette etwa 
2:7 betragt, welches durch folgende Eigenschaften gekennzeich- 
net ist: 

(a) In Form des gefriergetrockneten Produkts ist es ein 
weifler, amorpher Feststoff ; 

(b) es ist loslich in Wasser, Dimethylsulf ox id und in Dimethyl - 
formamid und ist unloslich in Xthanol, Aceton, Xthylacetat, 
Benzol und DiathylSther; 

(c) seine Elementaranalyse entspricht im vesentlichen den 
Werten, die fttr ein Polysaccharid des Hexose-Typs mit ge- 
bundenem Wasser der folgenden Formel errechnet werden: 

in der n eine aus Eigenschaft (e) errechnete Zahl von 
mehr als 800 ist; 

(d) sein Infrarot-Spektrum (KBr-Pulver) entspricht dem in der 
beigefiigten Zeichnung dargestellten Spektrum und 
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(e) in der analytischen Ultrazentrifugal-Verteilungskurve 
wird nur ein einziger Peak beobachtet und sein aus der 
Sedimentationskonstante errechnetes Molekulargewicht be- 
tragt 150 000 bis 160 000. 

Dieses Glucan ist erhaltlich durch Behandlung eines Polysaccha- 
rids, das durch einen Fungus der Familie Corticiaceae erzeugt 
wird, mit Ameisensaure und Hydrolyse des so behandelten Produkts. 

Gegenstand der Erfindung ist auBerdem ein Verfahren zur Her- 
stellung des erfindungsgemaBen hydrolysierten Glucans durch 
Behandlung eines Polysaccharids, das durch einen Fungus der 
Familie Corticiaceae gebildet wird, mit Ameisensaure und an- 
schlieflende Hydrolyse des so behandelten Produkts. 

Gegenstand der Erfindung ist auBerdem ein Arzneimittel, welches 
das erfindungsgemaBe hydrolysierte Glucan im Gemisch mit einem 
pharmazeutisch geeigneten Trager oder Verdtinnungsmittel enthalt. 

Das als Ausgangsmaterial fur das erfindungsgemaBe Verfahren ver- 
wendete Polysaccharid ist ein Stoffwechselprodukt eines Funugs 
der Familie Corticiaceae der Basidiomyceten, beispielsweise 
eines Fungus des Genus Corticium oder Hypnochus. Dieses Ausgangs- 
Polysaccharid kann hergestellt werden, indem der gewahlte Fungus 
gezlichtet wird, wie ausfiihrlicher in der ^apanischen Patent - 
schrift 828 248 beschrieben ist* 

Das erfindungsgemaBe hydrolysierte Glucan wird vorzugsweise 
hergestellt, indem 70 bis 90-gewichtsprozentige wassrige Ameisen- 
saure zu dem Ausgangs-Polysaccharid gegeben wird und das erhalte- 
ne Gemisch, vorzugsweise unter Riihren, erhitzt wird. Die Tempera- 
tur, auf die das Reaktlonsgemisch erhitzt wird, ist nicht beson- 
ders kritlsch, wenn auch eine Temperatur von 80° bis 100°C be- 
vorzugt wird* Die fiir diese Reaktion erf orderliche Zeit hangt 
von den Reaktionsbedingungen, insbesondere der Temperatur, ab; 
die Reaktion lauft jedoch normalerweise innerhalb einer Dauer 
von 5 Minuten bis 1 Stunde vollstSndig ab. 
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Vorzugsweise wird danach der UberschuB an Ameisensaure durch 
Verdampfen unter vermindertem Druck entfernt. Dann wird Wasser 
zugesetzt, um den Rtickstand zu hydrolysieren. Die Hydrolyse er- 
folgt vorzugsweise durch Erhitzen des Gemisches unter RtickfluB, 
bis die Deformylierung vollstSndig ist. Das gebildete gelatinose 
Material kann dann durch Zentrifugieren entfernt werden und zu 
der Mutterlauge wird ein organisches L5sungsmittel zugesetzt, 
um einen Niederschlag auszufSllen, der dann gewonnen wird. Die 
Art des in dieser Stufe verwendeten LSsungsmittels unterliegt 
keiner speziellen Beschrankung , vorausgesetzt, dafi dieses das 
hydrolysierte Polysaccharid nicht lost. Vorzugsweise wird ein 
Alkohol, wie Methanol Oder Athanol, verwendet. Der erhaltene 
Niederschlag wird dann in Wasser gelost oder dispergiert und 
die Losung oder Dispersion wird gef riergetrocknet , wobei das 
gewiinschte hydrolysierte Polysaccharid in Form eines weiflen, 
amorphen Feststoffes erhalten wird. 

Dieser amorphe Feststoff ist in Wasser, Dimethyl sulf ox id und 
in Dimethylformamid ISslich und ist unlbslich in Sthanol, Aceton, 
Athylacetat, Benzol und Diathylather . Er ist auSerdem warmehe- 
standig. 

Die Daten seiner Element aranalyse entsprechen den Daten, die 
ftir ein Polysaccharid des Hexosid-Typs mit einem Gehalt an gebun- 
denem "Wasser der Formel 

< C 6 H 10°5 ) n' nH 2° 

errechnet werden. 

Das Infrarotspektrum des Produkts (in Kaliumbromid-Pulver) ist 
in Fig. 1 dargestellt. 

Die Verbindung hat eine spezifische Drehung 
20 

[ot] = -15° + 5° (c = 0,1, Dimethylsulfoxid). 
D 

In der analtytischen Ultrazentrifugal-Vertellung (ultra-centri- 
fugal spectrum) des Produkts wurde nur ein einziger Peak beob- 
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achtet und aus der Sedimentationskonstante wurde ein Molekular- 
gewicht im Bereich von 150 000 bis 160 000 erhalten, woraus der 
Wert n in der vorstehend angegebenen Formel zu 833 bis 889 er- 
rechnet werden konnte. 

Die das erf indungsgemaBe hydrolysierte Glucan aufbauenden Saccha- 
ride konnen in folgender Weise identif iziert werden. Das hydro- 
lysierte Glucan wird in 1n wassriger Schwef elsaure gelost und 
dann wahrend 120 Minuten bei 100°C in einem geschlossenen Rohr 
weiter hydrolysiert. Dann wird das Produkt mit Bariumhydroxid 
neutralisiert und der Papierchromatographie unterworfen. Durch 
Entwicklung des Papierchromatogramms mit einer wassrig-ammonia- 
kalischen Silbernitratlosung wird nur ein einziger Flecken be- 
obachtet. Das durch diesen einzigen Flecken charakterisierte 
Produkt kann durch Vergleich mit der Wiederholung des Versuches 
unter Verwendung einer Standardprobe als Glucose identifiziert 
werden. Die Bindungsarten der Glucoseeinheiten, die das erfin- 
dungsgemaBe hydrolysierte Glucan aufbauen, konnen bestimmt wer- 
den, indem das Glucan mit Hilfe iiblicher Methoden vollstandig 
methyliert wird, das methylierte Glucan unter Bildung von methy- 
lierter Glucose hydrolysiert und die methylierte Glucose redu- 
ziert und das Reduktionsprodukt acetyliert wird. Durch Gaschro- 
matographie wird das so gebildete Gemisch als Acetate von 2,3»- 
4,6-Tetra-0-methylglycitol, 2,4, 6-Tri-0-methylglycitol und 2,4- 
Di-0-methylglycitol im Molverhaltnis von e*twa 1:2,5:1 identifi- 
ziert. Dieses Ergebnis bestatigt, daB das erf indungsgemaBe Glucan 
etwa zwei Seitenketten (^eweils aus einer einzigen Glucoseein- 
heit), gebunden mit (1 — > 6)-Bindungen auf je 7 Glucoseeinheiten, 
mit (1 — *3)-Bindungen, in der Glucan-Hauptkette aufweist. 

Durch Untersuchung der Zersetzungsprodukte , die mit Hilfe von 
Endo-p-1 ,3-glucanase und Exo-p-1 ,3-glucanase erhalten wurden, 
wurde auBerdem bestStigt, daB alle Glucosebindungen in der p- 
Konfiguration vorlagen. 

Das erf indungsgemaBe hydrolysierte Glucan ist besser in Wasser 
IBslich und unterliegt weniger stark der Gelbildung in wassriger 
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Losung, als das Polysaccharide aus dem es hergestellt wurde. 

AuSerdem ist seine Immunmodulierende Aktivitat (beispielsweise 
die Anti-Krebs-Aktivitat und die Hemmwirkung gegen Arthritis) 
sehr stark und von niederer Toxizitat begleitet. Insbesondere 
die starke Aktivitat zur Hemmung von Arthritis und die niedere 
Toxizitat waren angesichts der entsprechenden Eigenschaften bzw. 
Aktivitaten von Polysaccharide^ die direkt durch Fungi der 
Klasse Basidiomycetes erzeugt wurden, nicht zu erwarten. Das er- 
f indungsgemaBe hydrolysierte Glucan ist daher wertvoll zur Be- 
handlung von Krankheiten, die durch Storungen des Immunsystems 
verursacht werden, z.B. Gelenkrheumatismus • 

Die biologische Aktivitat und Toxizitat des erf indungsgemaSen 
hydrolysierten Glucans werden durch die nachstehenden Tests 
auf gezeigt • 

(1) Anti-neoplastische Aktivitat 

Diese Versuche wurden mit 7 Wochen alten mSnnlichen Mausen des 
ICR-Stammes durchgef uhrt . 2 x 10 6 Krebszellen von Sarcoma 180 
wurden auf die Achselhaut Jeder Maus auf gepf ropft. 6 bzw. 7 Tage 
nach dem Aufpfropf en wurde eine Probe des erf indungsgemaSen hy- 
drolysierten Glucans (hergestellt nach der in dem nachstehenden 
Beispiel 1 beschriebenen Weise) in sterilisierter physiologischer 
Kochsalzlosung durch Injektion in die Bauchhohle verabreicht. 
Die Konzentration des hydrolysierten Glucans in der Salzlosung 
betrug 0,1 96 (Gewicht /Vo lumen) . 25 Tage nach dem Aufpfropf en 
wurde der Durchmesser des Tumors gemessen. Der Versuch wurde 
unter Verwendung einer Kontrollgruppe von Mausen wiederholt, 
denen kein hydrolysiertes Glucan verabreicht wurde* Das Tumor- 
HemmungsverhSltnis {%) wurde mit Hilfe der nachstehenden Pormel 
errechnet: 




x 100 



worin d der durchschnittliche Tumordurchmesser (mm) der 
o 
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Kontrollgruppe und d der durchschnittliche Turoordurchmesser 
der behandelten Gruppe ist. Die Ergebnisse sind in der nach- 
stehenden Tabelle 1 aufgefiihrt, die die Wirkung von variierenden 
Mengen des pro Tag verabreichten erf indungsgemaBen hydrolysier- 
ten Glucans auf das Tumor-Hemmimgsverhaltnis zeigt. 

45 Tage nach dem Aufpfropfen wurden alle behandelten Mause sorg- 
faltig untersucht, urn die Anzahl von Mausen zu bestimmen, die 
eine vollstandige Regression des Tumors zeigten. Die Ergebnisse 
dieser Untersuchung sind ebenfalls in Tabelle 1 gezeigt, in der 
die Anzahl von Mausen, die vollstandige Regression zeigten, im 
Verhaltnis zu der Gesamtzahl der untersuchten Mause in der je- 
weiligen Gruppe angegeben ist. 



Tabelle 1 



Verahreichte Menge 
(mg/kg Kbrpergewicht/Tag 


Tumor-Hemmungs - 
Verhaltnis (90 


Vollstandige 
Regression 


0,1 


47 


V5 


1,0 


85 


3/4 - 


10,0 


100 


5/5 



(2) Arthrltishemmende Aktivitat 

Diese Versuche wurden nach der Verfahrensweise nach Winder et al 
(C.V. Winder, L.A. Lembke und M.D. Stephens, Arth. Rheum., 12, 
472 (1969)) zur Messung der Fahigkeit von Verhindungen zur Unter- 
drUckung von Adjuvans-induzierter Arthritis von Ratten durchge- 
fuhrt. Dieser Versuch wird iihlicherweise zur Prufung von anti- 
neoplastischen Mitteln angewendet. 
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Lewis-Ratten erhielten eine subcutane Injektion des Adjuvans 
in die Sohlenflfiche ^eder rechten Hinterpfote, um die Krankheit 
hervorzurufen. Eine L5sung des erfindungsgemSBen hydrolysierten 
Glucans wurde nach dem Einimpfen des Adjjuvans 15 Tage lang tag- 
lich in die BauchhShle in^iziert. Die Versuche warden mit einer 
•Kontrollgruppe von Tieren wiederholt, denen das hydrolysierte 
Glucan nicht verabreicht wurde. Am 18. f 20. , 24., 28. und 32. 
Tag nach dem Einimpfen des Adjuvans wurden die Schwellungen der 
FUfle der behandelten Ratten mit den Schwellungen der PUBe der 
nicht behandelten Ratten verglichen und unter Anwendung einer 
ahnlichen Formel wie der zur Errechnung des Tumor-Hemmungs-Ver- 
hSltnisses verwendeten Formel wurde das Hemmungsverhaltnis fiir 
Jede Dosis des hydrolysierten Glucans berechnet. Die Ergebnisse 
sind in Form der Mittelwerte in der nachstehenden Tabelle 2 
aufgefuhrt. 



Tabelle 2 



Veratoreichte Menge 
(mg/kg Korpergewicht/Tag 


Zahl der 
Tiere 


Hemmungs- 
verhaltnis 


^50 


0,1 


5 


36,8 * 3,6 










0,33 


1,0 


10 


59,0 + 3,9 





(3) Akute Toxizitat 

Ein Test der akuten Toxizitat (Beobachtung wHhrend einer Woche) 
wurde durchgef Uhrt , indem Proben des hydrolysierten Glucans in 
die BauchhBhle von mannlichen ddy-Mausen in^iziert wurden. Nach 
der Verabreichung der Proben in Mengen von 100 bzw. 300 mg/kg 
wurden keine Todesffille beobachtet und das KBrpergewicht stieg 
normal an. 
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Aus den vorstehend erlauterten Ergebnissen 1st ersichtlich, dafl 
das erfindungsgemafle hydrolysierte Glucan betrachtlichen Wert als 
immunmodulierendes Mittel hat. Die Verabreichung des Mittels er- 
folgt vorzugsweise parenteral, beispielsweise durch subcutane 
Injektion, intravenose Indektion oder intramuskulare In;}ektion. 
Die Tagesdosis schwankt in AbhSngigkeit von der zu behandelnden 
Krankheit, dem Verabreichungsweg und der Haufigkeit der Verab- 
relchung; im allgemeinen betragt Jedoch die Tagesdosis fUr einen 
Erwachsenen 0,5 bis 50 mg, beispielsweise etwa 5 mg. Diese Menge 
kann als Einzeldosis oder in Teildosen verabreicht werden. 

Das erfindungsgemaBe hydrolysierte Glucan kann in einer Form zu- 
bereitet werden, die fur den gewahlten Verabreichungsweg geeig- 
net ist, wobei dede beliebige der Zubereitungen angewendet werden 
kann, die normalerweise fur andere immunmodulierend wirksame Mit- 
tel angewendet wird. So kann beispielsweise ein Mittel in einer 
Ampulle in der Menge einer Dosiseinheit vorgesehen werden oder 
es kann in einem Behalter fur mehrere Dosiseinheiten, vorzugs- 
weise zusammen mit einer antlseptisch wirksamen Substanz, vorge- 
sehen werden. 

Das Mittel kann in Form einer Suspension, einer LSsung oder 
einer Emulsion in einem oligen oder wassrigen Tragermedium an- 
gewendet werden und kann gegebenenfalls tlbliche Zusatze, bei- 
spielsweise Suspensionshilfsmittel und/oder Stabilisatoren und/ . 
oder Dispergiermittel enthalten. 

GemaB einer anderen Ausftthrungsform kann die aktive Substanz in 
Form eines Pulvers vorliegen, welches vor der Verabreichung in 
einem geeigneten Trager, beispielsweise in sterilem, pyrogen- 
freiemWasser, gelSst wird. 

Wenn das erf indungsgemafie Mittel in Form einer Dosiseinheit vor- 
gesehen wird, enth'alt es vorzugsweise 0,5 bis 10 mg der aktlven 
Substanz pro Dosiseinheit. 

Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele ausfUhrli- 
cher erlautert. Darin zeigt Beispiel 1 die Herstellung des er- 
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f indungsgemaBen hydrolysierten Glucans und Beispiel 2 die Her- 
stellung einee pharmazeutischen Mlttels, welches das hydro ly- 
sierte Glucan enthalt. 

Beispiel 1 

Zu 3 g Corticane (einem Polysaccharid, das gemaB dem nachfolgen- 
den Herstellungsbeispiel erhalten wurde) wurden 240 ml einer 90- 
prozentigen (Gewicht/Gewlcht) wassrigen Ameisensaure gegeben und 
das Gemisch wurde unter RUhren 20 Minuten auf 95°C erhitzt. Nach 
dem Verdampfen der Ameisensaure unter vermindertem Druck wurden 
600 ml Wasser zu dem Riickstand zugefiigt und das gebildete wass- 
rige Gemisch wurde unter Riickflufl erhitzt. Das Reaktionsgemisch 
wurde dann 15 Minuten lang bei 10 000 Upm zentrifugiert. Zu der 
so abgetrennten iiberstehenden Fliissigkeit wurden 2,4 1 Athanol 
gegeben, wobei ein Niederschlag gebildet wurde, der dann durch 
Zentrifugieren gewonnen wurde. Zu dem Niederschlag wurden 500 ml 
Wasser gegeben und dann wurde das wassrlge Gemisch gefrierge- 
trocknet, wobei 2,0 g des gewtinschten hydrolysierten Glucans in 
Form eines weiBen amorphen Feststoffes erhalten wurden. Das Pro- 
dukt hatte folgende Eigenschaften: 

Elementaranalys e 

Berechnet fur (C 6 H 10 0 5 ) n .nH 2 0: 

C: 40,00 %; H: 6,71 %'» Wasser: 10,00 %. 
Gefunden: C: 40,22 %; H: 6,52 Wasser: 9,63 %. 

Sneziflsche Drehung: 

[Ct] 20 = _ 15 o (c = 0>1f Dimethylsulfoxid). 

Inf rarot-Absorptionsspektrum (KBr) * cm -1 : 
3400, 1640, 1080, 1040. 
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Molekulargewicht (analytische Ultrazentrifugalverteilung, 
Phosphatpuffer, pH 6,5): 159 000. 



Beisplel 2 

5 mg des in Beispiel 1 erhaltenen hydrolysierten Glucans wurden 
in 2 ml physiologischer KochsalzlSsung gelSst und die LSsung 
wurde dann in iiblicher Weise durch Erhitzen sterilisiert, wobei 
eine injizierbare LSsung erhalten wurde. 



Herstellung des Ausgangs -Glucans 

In fttnf 500 ml-Sakaguchi-Kolben wurden Jewells 100 ml eines 
Glucose-Kartoffelmediums (mit einem Gehalt an 2 Gew.-# Glu- 
cose in einer gekochten Brtthe, die 200 g/1 Kartoffeln ent- 
hielt) gegeben und der Kolbeninhalt wurde sterilisiert. 
Eine Kultur von Corticium vagum F-31-9 (FERM No. 302) 
wurde dann eingeimpft und die SchUttelkultur wurde 8 Tage 
lang bei 26°C durchgef Uhrt . Nach der Beendigung der ZUchtung 
wurden 800 ml destilliertes Wasser zu 400 ml der Kulturbriihe 
gegeben und der pH-Wert des Gemisches wurde auf 7 f 4 einge- 
stellt. Das Gemisch wurde dann in einer Homogenisiervor- 
richtung homogenisiert und die feste Substanz wurde durch 
Zentrifugalabscheidung entfernt. 

Zu 1 1 der Uberstehenden FlUssigkeit wurden 3 1 Xthanol ge- 
geben und der gebildete Niederschlag wurde durch Zentrifu- 
gieren gewonnen und in destilliertem Wasser gelSst. An- 
schlieflend wurden 162 ml einer 0,1 m wassrigen L8sung 
von Cetyltrimethylammoniumbromid und 13 ml einer 0,5 m 
wassrigen LSsung von Katriumhydroxid zugesetzt, urn den pH- 
Wert der LSsung auf 12,6 einzustellen, so dafl die Poly- 
saccharide ausgefallt wurden. 300 ml einer 10 tfigen (Gewicht/ 
Volumen) wassrigen Essigsaure wurden zu dem Niederschlag ge- 
geben, urn ihn zu ISsen, wonach der LSsung 1,2 1 Xthanol zuge- 
setzt wurden. Der gebildete Niederschlag wurde in 350 ml 
destilliertem Wasser gelSst und di l e LSsung wurde in einen 
Celluloseschlauch geftillt und gegen destilliertes Vasser 
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dialysiert. Zu 500 ml des Dialysats wurden 2 1 Xthanol 
gegeben, um erneut die Polysaccharide auszuffillen. Der ge- 
bildete Niederschlag wurde in 100 ml destilliertem Wasser 
gelost und dann gefriergetrocknet, wobei 2 g eines rohen 
Glucans erhalten wurden. 

13,5 mg des so erhaltenen rohen Glucans wurden in 27 ml 
destilliertem Wasser gelSst und die Losung wurde durch 
eine mit Sephadex G-200 (Warenzeichen) gefllllte Saule 
geleitet. Die Saule wurde dann mit destilliertem Wasser 
eluiert und das ELuat in 20 ml-Fraktionen gewonnen. Das 
Glucan zeigte einen Peak in der dritten Fraktion und in 
den Fraktionen 2 bis einschlieBlich 11 wurden 75,3 # 
des gesamten Polysaccharids gewonnen. Die Fraktionen 2 bis 
11 wurden kombiniert und der erhaltenen LtSsung wurden 
800 ml Athanol zugesetzt, um die Ausfallung durchzuflihren. 
Der erhaltene Niederschlag wurde in destilliertem Wasser 
gelost und dann gefriergetrocknet, wobei 9,2 mg eines als 
"Corticane" bezeichneten Glucans erhalten wurden. Corticane 
1st eine weifle neutrale Substanz. 
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